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醬油麹菌 Dipeptidyl peptidase Ⅳの
発見と 2型糖尿病予防ペプチドの検索
館　　　　　博* †
（令和元年 11 月 18 日受付/令和元年 12 月 6 日受理）
要約：著者らは 1992 年に，麹菌が新規アミノペプチダーゼである Dipeptidyl peptidase Ⅳ（DPP Ⅳ）を生成
していることを見出し，DPP Ⅳが醬油の呈味形成における鍵酵素であることを明らかにした。麹菌 DPP Ⅳ
の応用研究として，呈味性増強に用いる酵素剤の開発や，酵素法による機能性ペプチドの開発などを行った。
麹菌 DPP Ⅳを用いてヒト DPP Ⅳ阻害ペプチドの検索を行い，納豆から DPP Ⅳ阻害ペプチドを発見した。
納豆から単離された 2 つのペプチドのアミノ酸配列は，LCMS/MS によって Lys-Leu および Leu-Arg とし































開発などを行って来た。ヒト DPP Ⅳと 2 型糖尿病との関
連が明らかになった事により，醸造物における 2 型糖尿病
予防ペプチドの検索に着手した。
　糖尿病は 1 型，2 型，妊娠糖尿病，その他の糖尿病の 4 種














































麹の製麹過程より経時的に麹を採り，10 倍量の 20 mM リ














　醬油麹菌 DPP Ⅳは，分子量 280 kD で 2 個のサブユニッ
トからなる 2 量体であった。本酵素は Diisopropylphos-
phorofluoridate（DFP）により完全に阻害されたことから，
活性中心にセリンを持つセリンプロテアーゼであると考え
られた。最適 pH は pH7.0～7.5 で，Km 値は 0.55 mM で
あった。本酵素の基質特異性は，アミノ末端から 2 番目の









食塩水 21 L に仕込み 30℃で温醸を行った。DPP Ⅳ活性は，
仕込後 40 日までは 1 nkat/ml 以上の活性を維持していた
が，50 日目では急激に活性が低下した。また，DPP Ⅳの
反応生成物である Xaa-Pro のジペプチドは熟成に伴って
増加し，仕込後 50 日目には 1.63 mg/ml となり，以降は
DPP Ⅳ活性が低下したため一定になった。フォルモール
窒素は Xaa-Pro の生成に伴って増加し，50 日目に 0.8％と























表 1　醬油麹菌 DPP Ⅳの精製


















超純水 20 µl に 50 mM Tris-HCl 緩衝液（pH 7.5）50 µl およ
び 0.03 mM Gly-Pro-MCA 100 µl を混合し，麹菌 DPP Ⅳお
よびヒト DPP Ⅳを 30 µl 加え 37℃に予熱した蛍光プレー
トリーダーを用いて，励起波長 360 nm, 蛍光波長 460 nm























　市販納豆に 10 倍量の超純水を加え 60℃で 35 分間の加
熱処理を行い，γ -ポリグルタミン酸（PGA）を除去した。
PGA 除去納豆を乳鉢で磨砕し 5 倍量の沸騰水を加えて室
温にて 1 時間抽出後，定性ろ紙 No. 2 を用いてろ過し，ろ
液を Amicon Ultra-15（Millipore 製）を用いて分子量 3,000
以下の画分を納豆試料溶液とした。納豆試料溶液 20 µl に
50 mM Tris-HCl 緩 衝 液（pH 7.5）50 µl お よ び 0.03 mM 
Gly-Pro-MCA 100 µl を混合し，麹菌 DPP Ⅳを 30 µl 加え，
37℃に予熱した蛍光プレートリーダー（Multi Detection 
Microplate Reader FLx800TBI, Bio-Tec Instrument Inc.
製）を用いて，励起波長 360 nm, 蛍光波長 460 nm で蛍光
強度を 50 秒間隔で 20 分間測定した。対照区には超純水を
用いた。試料区と対照区の活性を比較し，各試料の DPP 
Ⅳ阻害率を算出した。
　納豆試料溶液は 83.6±0.4% の DPP Ⅳ阻害活性を示し，




















分画し，高い阻害活性を示す 6 画分を取得した（図 4）。
次に Superdex Peptide 10/300 GL（1.0 cm×30 cm, GE ヘ
ルスケア製）によるゲルろ過クロマトグラフィーを行い，











　Lys-Leu および Leu-Arg のペプチド標準品を用いて，
IC50 値および消化耐性を測定した。これらのペプチドの
DPP Ⅳ阻害活性を測定した結果，Lys-Leu および Leu-Arg
の IC50 は各々 41.40±2.68 µM と 598.02±18.35 µM であっ





　また，Lys-Leu の DPP Ⅳ阻害活性を，高い DPP Ⅳ阻害
活性を示すペプチドとして報告のある Diprotin A（Ile-Pro-




されている25）。それぞれの IC50 値は，Diprotin A が 6.83±
0.53 µM, Ile-Pro が 167.79±4.96 µM を示している。この結




図 4　納豆試料溶液の TOYOPEARL HW-40S によるゲル濾過
クロマトグラフィー
図 5　納豆試料溶液の Superdex Peptide 10/300 GL による
ゲルろ過クロマトグラフィー
図 6　納豆試料溶液の TSKgel ODS-80Ts による逆相クロマト
グラフィー
表 5　大豆主要タンパク質中の DPP Ⅳ阻害活性配列
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および Leu-Arg の消化耐性試験を実施した（図 7）。加水
分解処理群と未処理の対照群の DPP Ⅳ活性を比較した結
果，両者に統計的有意差は得られなかった（P＞0.1）。その
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and bioactive peptides by the enzyme method.   This study determined the  in vitro DPP Ⅳ inhibitory 
activity of isolated peptides from natto.  Amino acid sequences of two peptides isolated from natto were 
identified by LCMS/MS as Lys-Leu and Leu-Arg.   These  isolated peptides  inhibited DPP Ⅳ in a dose-
dependent manner, with IC50 values of 41.40±2.68 and 598.02±18.35 µg/ml, respectively.   These results 
indicate the potential mechanism of blood glucose control by natto and novel roles of Lys-Leu and Leu-
Arg as DPP Ⅳ inhibitors.
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